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PRÉFACE 



Nos connaissances sur les levures alcooliques ont 
pris une grande extension depuis le Mémoire de 
Pasteur sur la Fermentation alcoolique de 1809; si 
Torigine est toujours indécise, pour le plus grand 
nombre des espèces, la morphologie, la reproduction, 
les fonctions de nutrition, etc., ont donné lieu à de 
multiples recherches dont ont largement proflté les 
industries utilisant la fermentation alcoolique, en 
particulier la distillerie, la brasserie et la vinification. 

L'influence des levures sur le bouquet semble 
avoir plus spécialement intéressé les viticulteurs ; 
beaucoup avaient espéré pouvoir élever leurs vins 
d'un échelon dans Tordre des crus, par l'emploi des 
levures dont l'origine tendait à faire supposer qu'elles 
apporteraient un peu des qualités des grands crus 
dont elles portent le nom. 

De bonne foi, nombre de praticiens ont paru 
d'abord convaincus de celte influence. Mais on peut 
se demander s'il n'y a pas eu de nombreuses appré- 
ciations trop favorables dues à l'état de suggestion 
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inconsciente créé par le nom du grand cru? c*est 
possible quand les dégustations n^ont pas été faites 
avec toute la rigueur nécessaire à la sincérité des 
perceptions gustativ.es. Peut-être, aussi, a-t-on 
attribué à la race de levtire des améliorations qui 
souvent étaient plutôt dues à Tétai d'aclivité de la 
levure, ou encore à une meilleure conduite de la 
cuvaison. 

.:Si beaucoup n'ont pas obtenu tout ce que Porigine 
rridiquée de la levure leur avait fait espérer, il est 
cependant bien établi, qu'en dehors des avantages 
(^tie peut donner un enseinencement de levures 
actives, chaque levure apporte à un vin un cachet 
propre, percepUble dans le bouquet et la saveur, 
imJ3Ôssible dans l'élat actuel de la science à définir 
q^ialitativement et, à ptus^ forte raison, quantitative- 
ment; tout t6 que nous pouvons en dire, c'est que 
cette influence provoque une nuance spéciale des 
caractères organoleptiques, laquelle est générale* 
ment classée comme qualité; mais ce n'est qu'une 
nuance, c'est-à-dire qu'une petite proportion des^ 
éléments de bouquet et de sapidité et il faut ajouter 
que. dans tous nos essais de fermentation de moûts 
communs avec des levures de grand cru, cette nuance 
n'a plus été perceptible après quelques mois de séjour 
en fût, ce que nombre de praticiens nous ont affirmé 
avoir également observé. Cette influence semble due 
à des corps très volatils ou oxydables, car nous 
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avons pu constater son maintien en vase olos, après 
plusieurs anpées, en comparant l'influence de levures 
différentes sur le même vin, dans le cas d'expériences 
multiples de levurage de mousseux par fermentation. 
Il est certain que l'amélioration souvent passagère 
du bouquet dû aux levures de choix est bien infé- 
rieure à l'influence permanente d'une macération 

• 

rationnelle pour les vins rouges, ou d'une fermenta* 
tion à basse température pour les vins blancs; il est 
d'ailleurs fort possible que l'influence heureuse de ces 
deux causes bien établie par de multiples expériences 
a pu aussi, en quelques cas, être portée à l'actif de 
la race dans des essais sur vins rouges et blancs. 

D'ailleurs qu'a de commun la levure originaire 
d'un raisin de grand cru, ou même élevée dans du 
moût de ce grand cru avec ce grand cru? Ce qui 
fait le grand cru, c est le concours simultané des 
facteurs : cépage, sol, exposition, altitude, latitude, 
et conditions climatériques de l'année, etc., en lais- 
sant de côté les influences directes de l'homme par 
les méthodes culturales et la vinification ; or, si la 
levure est peut-être un produit du sol du grand cru, 
certainement elle ne pousse pas sur le cep, ce n'est 
pas une production de la vigne, et le germe de 
levure recueilli sur un raisin aurait aussi bien pu 
l'être sur un échalas, un groseillier, une borne ou 
un mur I 

Les qualités du grand cru sont essentiellement 

M. Nitowa i 
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QM production du fruit 6n puissanee daas ce fruit, 
et que la viulficatiou rationnelle doit . chercher à 
manifester dans le vin avec le plus dMntensité ; la 
levure peut y aider, mais il ne faut pas demander à 
ce microorganlsme plus qu^il ne peut donner. 

Cest dire que remploi des levures cultivées. Mm 
qu'ayant déjà passé dans la pratique, o*a pas encore 
atteint une technique définitive; aussi toutes les 
recherches qui étendent le champ de notre connais* 
sance des races de levures, contribueront à la solu^ 
tion des problèmes soulevés par Tutilisation de la 
meilleure des levures ; c'est dire que le travail dé 
M. MarceUAI. Nitescu sera lu avec intérêt par tous 
ceux qui s'occupent d'œnologie. 

Il est de plus un gage que l'auteur, que nous 
avons pu suivre pendant plusieurs années, appli- 
quera sa laborieuse activité à ces éludes qui peuvent 
rendre tant de services aux praticiens, si les conclu- 
sions en sont contrôlées par une expérience pratique 
prudente ; il pourra aussi guider les viticulteurs, ses 
compatriotes, dans la voie du progrès, si féconde 
quand elle est éclairée par la science dirigeant 
rexpérimentation rationnelle. 

L. Mathibu 

Agrégé de IXIniTertiié 
Directeur des Stations œnologiques de Bourgogne, 
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INTRODUCTION 



Les Vignobles en Roumanie 



Situation géographique. 

La Roamanie, située entre les Carpatbes et le Danube, 
a une différence de température allant jusqu'à 3^*16 
entre l'hiver et l'été. En hiver, le thermomètre descend 
quelquefois jusqu'à 3o degrés et, en été, il monte cer« 
tains jours jusqu'à ^o degrés, formant ainsi ce qu'on 
9|ppelle un climat exclusivement continental, mais qui 
a s^aMorde toutefois très bien avec « la culture en grand 
des bléa» du maïs et des vignobles, ce ce qui fait de la 
Roumanie un pays agricole et vinicole « par excellence t» 
(Hepites) . 

Histoire . 

• 

Il est bien difficile de dire, d'une manière certaine, 
depuis combien de temps il y a des vignobles en Rou - 
manie ; Thistoire en cite, en tosa cas, depuis qu'elle 
parle des peuples Scythes et de Dacia, Jusqu'en 1884, 
date à laquelle le fléau phylloxérique a été signalé dans 
le pays, les cépages cultivés étaient presque tous des 
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cépages autochtones ; mais après, dans la fièvre des 
replantations, nos vignerons ont cru trouver un refuge 
dans les cépages étrangers; et c'est ainsi que nos 
vignobles présentent actuellement une collection de 
tous les cépages. 

Importance économique. 

La surface cultivée actuellement en vignes dépasse 
légèrement 711.000 hectares, avec une production d'en- 
viron i.Soo.ooo hectolitres. 

Comparée à la valeur des vignobles des autres pays, 
celle des vignes de la Roumanie paraît bien insigni- 
fiante. Toutefois, si on compare cette production parti- 
culière à la production totale de la Roumanie, on voit 
qu'elle en constitue les 3,5 0/0 et qu'elle vient immé- 
diatement après le blé, le maïs, lorge et l'avoine; mais 
si on prend, en outre, en considération la qualité des 
vins que nous donnent les cépages indigènes, nous pou - 
vons dire qu'ils sont un véritable trésor caché. 

Pour donner une idée de la qualité de nos cépages, 
que beaucoup de vignerons renient malheureusement à 
l'heure qu'il est, il me suffira de citer quelques apprécia- 
tions faites par des historiens et des voyageurs qui ont 
passé par la Roumanie. 

« De nombreux vignobles fournissent d'excellents 
« vins qui n'attendent qu une exploitation intelligente 
« pour rivaliser avec les vins de France. Point de ter- 
a rains stériles, point de landes » (Ubicini, i856). 

Sur le vin de Cotnari : « Ils peuvent figurer parmi les 
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« meilleurs vins du globe, et quelques voyageurs le pré- 
a férent même au Tokay » (JuUien^ i832). 

£t voici maintenant Topinion du prince Demetro Can- 
temir» le premier parmi les historiens qui se soit occupé 
de la Moldavie en 1716: 

a J'ose le considérer comme meilleur que tout le vin 
« d'Europe, meilleur même que le vin de Tokay, car 
a plus il est vieux, plus il devient fort^ et il peut brûler 
« comme la vraie eau-de-vie 1» ; et plus loin : « Le plus fort 
« buveur peut à peine supporter trois verres sans s'eni- 
« vrer ; mais il ne produit jamais de mal de tête ». 

Et j'en pourrais citer bien d'autres, mais j'ai voulu 
uniquement prouver que nos cépages valent bien la 
peine qu'on s'en occupe. 

La science chimique œnologique est presque inconnue 
chez nous dans la préparation de nos vins. 

Convaincu que dans toutes choses, il faut commencer 
par le commencement, le Ministère de TAgriculture, 
désirant améliorer la préparation de nos vins, a eu 
l'excellente idée de faire le sélectionnement de quelques 
levures trouvées sur les principaux cépages indigènes. 
J'ai eu le bonheur d'être chargé par le Ministère de 
l'exécution de ce sélectionnement ; c'est donc un essai 
de sélectionnement des principales variétés trouvées 
sur les cépages roumains que j'ai l'honneur de vous 
présenter. 



I. — HISTOIRE DE LA SELECTION 

SA VALEUR ET SON IMPORTANCE 

AU POINT DE VUE PRATIQUE 



A. — Histoire. 

Les premiers essais tentés en vue d'obtenir des 
levures à Tétat de pureté semblent remonter à une 
époque antérieure à Pasteur; ear Alfred Jorgensen 
semble faire aUusion à ce sujet en disant: a On sema 
« de la levure' de bière sur une tranche de pain 
a humide, puis on couvrit soigneusement la culture d'une 
a cloche en verre, en prenant toutes les précautions 
« possibles pour garantir la végétation de tout corps 
« étranger. Au bout de quelques jours, il se forma, 
a comme cela a toujours lieu sur du pain humide, une 
« couche de moisissure et Ton en conclut que la levure 
a de bière était le point de départ des formes de moi- 
« sissures et que, par conséquent, la levure et les moi- 
a sissures ne représentaient que différentes étapes dans 
« le développement d une seule et même espèce ». 

Mais il faut remonter presque jusqu'à Tannée 182 1, où 
Ehrenbekg a eu Tidée de produire une culture séparée 
(sinon pure) pour Tétude morphologique de V Oïdium 
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fructigennm{Schmxd)et de RtUzopus nigricans (Ebren- 
bcpg). 

Aa moyen de ces cultures, il a pu observer la germi- 
nation des spores de ces champignons . 

La levure % été examinée au microscope pour la pre- 
mière fois en 1680, par Lbeuvitenhoek, qui Ta appelée 
Fermenta cerevisœ, et, en i825t par Desmazières, qui Ta 
dénommée Mycoderma cereçisœ. Mais, des essais de cul- 
ture pure, c'est-à-dire l'isolement de quelques cellules 
de levure, dont on pouvait suivre au microscope le déve- 
loppement, ce sont Mitscheriich, en i834i Kutzing, en 
i85i, et Schulze (Frantz) en 1860, qui les ont réalisés 
pour la première fois, alors que Berzélius et surtout 
Liebig niaient la nature végétale de la levure décrite 
et ' soutenue déjà par Gagnard Latour, en i836, 
Schwann (Th.), en 1887 et Kutzing (Fried), en 1837. 
Mais on ne peut parler de cultures absolument pures 
qu'à partir du moment où on a commencé à s'occuper 
de la physiologie de la levure et c'est avec l'intention 
d'étudier la vie physiologique de la levure que Pasteur 
a commencé l'étude des fermentations. Et, en 1876, il 
inaugure,eneffet,un premier système de sélectionnement 
des levures par cultures succsssives ou mieux appelé 
sélectionnement physiologique (i), c'est-à-dire un sélec- 



I. L'idée du système de sélectionnement de Pasteur, il faut la 
voir dans |son Mémoire sur la Fermentation appelée lactique, iu 
à rAcadémie des Sciences en 1857, et après dans le Mémoire sur 
les corpuscules organisés qui existent dans Vatmosphère, examen 
de la doctrine des générations spontanées (au chapitre : « Sur le 
mode de nutrition des ferments proprement dits, des mucédînées 
et des vibrioniens ») pnblié vers l'année 1860. 
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tionnemeïit par concurrence vitale (la prépondérance du 
plus fort (Darwin). Ce dernier système a été employé en 
1877 pour les cultures pures des bactéries par (k>hn t*" . 

Mais cette méthode est inexacte, car v on était toujours 
obligé de prendre comme point de départ des éléments 
inconnus c'est-à-dire le mélange impur » [Joergensen, 
page 341* Hansen» contrôlant la méthode de Pasteur, 
trouve que si on arrive quelquefois à éliminer des bac- 
téries» souvent les levures sauvages qui se trouvent 
toujours en compagnie de bonnes levures se dévelop- 
pent avec tant de vigueur qu'elles étouffent parfois la 
bonne levure qu on voudrait isoler et purifier. Si on 
voulait employer cette méthode à produire des levures 
sélectionnées pour l'industrie, on pourrait voir sans 
étonnement une espèce toute différente de celle qu'on 
voulait produire . 

Vers Tannée iS65, le laboratoire de Carlesberg vient 
d'être crée par I. C. Jacobsen qui, d'après le fondateur, 
devait s'occuper en grande partie de l'étude des fermen 
tations et de la production des bonnes levures pour la 
bière . 

C'est ici que Hansen, en 1881» employa une autre 
méthode par dilutions successives, ou mieux appelée 
sélectionnement mécanique, que déjà Pasteur avait 
imaginée (i). 



I. « Une petite portion de levure est desséchée et réduite en 
fine poussière avec du plâtre. On laisse tomber d'une grande 
hautenr un nuage de cette poussière et, pendant la chute des par> 
ticules, on ouvre plusieurs ballons dans lesquels on avait proba 
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La nouvelle méthode employée par Hansen, c'eal la 
méthode de lister (1876), employée par Tantear pour la 
production des cellules pures des bactéries de l'acide 
lactique . Bille consistait à diluer dans un liquide nutritif 
une quantité connue de cellules de ferments, laquelle, 
répartie dans plusieurs ballons, laissait supposer que 
chaque ballon, qui se peuplait, avait reçu une seule cel- 
lule ; mais la chose était seulement probable, car elle 
ne reposait sur aucune certitude scientifique. On ne 
savait jamais, en effet, quel ballon avait reçu une cel- 
lule et lequel en avait reçu deux, aucun signe extérieur 
ne le révélant. 

Hansen apporte Tamélioration suivante. Il faut secouer 
vivement le ballon de dilution et le laisser ensuite se 
reposer tranquillement. A cause de celte agitation, les 
cellules isolées descendent au fond et restent collées aux 
parois du ballon De là, il résultait que, si un ballon con- 
tenait une, quatre ou dix cellules par exemple, après 
que le liquide eut été secoué, sur le fond du ballon on 
devait voir une, quatre ou dix taches blanches. Si on ne 
trouvait qu'une seule tache, on pouvait avoir presque 
la certitude que le ballon avait reçu une seule cellule. 
Dans l'intervalle, Schroedter(i87a) préconise des subs- 
tances solides comme nrilieux nutritifs pour l'étude des 
bactéries, et plus tard Koch, remplace les tranches de 
pommes de terre de Schroedter par la gélatine nutritive 
dans laquelle il faisait des cultures en stries. 



blement fait le vide. 11 pourra de la sorte arriver que des cellules» 
de levure, disséminées dans le nuage, pénètrent isolément dans 
quelques-uns de ces ballons » (Pasteur). 
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En i883, Kocb perfectionne la méthode en faisant des 
cultures sur des plaques. Cette méthode de culture sur 
plaque consiste à faire d'abord une dilution dans 
un liquide, à prendre de ce liquide une goutte et a là 
mélanger avec de la gélatine nutritive. Quand la géla- 
tine se solidifiera, elle fixera les cellules et chaque cel- 
lule produira une tache blanche fixe. Cette tache pourra 
être enlevée très facilement et être ensemencée dans 
un milieu liquide. 

En i883, Hansen soumit la méthode de Koch au con- 
trôle en mélangeant les Saccharomyces apiculatus et 
cerevisae, et il observa que souvent une tache qa'on 
aurait cru provenir d'une seule cellule en contenait 
deux. 

Alors, en 1886, il apporta à la méthode de Koch une 
petite modification : une couche de gélatine nutritive 
qui contenait de la levure comme dans la méthode de 
Koch est étalée sur une lamelle qui couvre une chambre 
humide. De cette manière, on peut observer au micros- 
cope où se trouve le germe isolé et s'il y a une seule 
cellule ou deux. 

Déjà cette méthode mécanique avait une supériorité 
sur la méthode physiologique de Pasteur, car le point 
de départ était sûr ; mais on n*était pas tout à fait cer- 
tain qu'une colonie soit exclusivement issue d'une seule 
cellule, car voilà ce qu'en dit Jorgensen en 1899. 
« D'après les expériences de Holm, faites en 1891. 
dans vingt séries d'essais effectués d'après le procédé de 
Hansen, avec des mélanges distincts fut que, dans un 
seul cas, cent colonies avaient été formées par cent cel- 
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lûtes, dans tontes les autres séries on trouve des erreurs. » 
Plus loin : « Par là, il est démontré que le procédé sur 
plaques est également défectueux pour la levure, » Et : 
«t En répétant, même plusieurs fois, les cultures sur 
plaques, on ne sait cependant jamais si le but est réel- 
lement atteint ou non. » 

Pour donner plus de précision et d'assurance à la 
méthode de Hansen, Lindner imagina, en i883, les cul- 
tures en gouttes pendantes qui partent d'une colonie 
faite sur gélatine et qui peuvent être suivies au micros- 
cope pour s'assurer que chaque goutte contient une 
seule cellule et que cette cellule est plus ou moins du 
type et de la forme que nous voulons séparer. 

En 1895, Schœnfeld (Fr.) apporte à la méthode de 
Lindner une modification qui consiste à remplacer les 
gouttes par des stries de gélatine nutritive. 

Dans l'étude technique du sélectionnement, nous 
avons donc trois étapes : Pasteur (1876), Hansen (1886) 
et Lindner (1893). 

B. — La valeur du sélectionnemeni des levures 

au point de çue pratique. 

Ici, comme dans l'histoire technique, il faut commen- 
cer par Pasteur. 

En 1867 et en 1876^ Pasteur dit de TinQuence de la 
levure sur les milieux fermentescibles : 

« J'ai cultivé cette levure (i) sur une assez grande 



I. 11 parle d*une levure de vin qu'il avait sélectionnée par la 
méthode physiologique. 
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« échelle dans le moût de bière. Elle a fourni une bière 
« particulière, vineuse, un véritable' vin d'orge. C'est 
€ une preuve, pour le dire en passant, que le vin ordi- 
€ naire, son goût, ses qualités dépendent certainement, 
a pour une grande part, de la nature spécifique des 
«r levures qui se développent pendant la fermentation 
« de la vendange. 

« On doit penser que si Ton soumettait un môme 
« moût de raisin à l'action de levures distinctes, on en 
« retirerait des vins de diverses natures. 

(c Au point de vue des applications pratiques, des 
« études nouvelles devraient être entreprises dans cette 
« direction » (p. iia4)- 

« Ces levures donnent souvent aussi à la bière un 
« goût sut generis, un goût de levure qui ne disparate 
« pas,m6me après un long séjour en fûts. 

€{ La répétition de culturel de ces levures, en vases 
« ouverts, quelle que soit la quantité d'air qu'on fasse 
« intervenir avant la fermentation ne parait pas les 
« modifier (p. S^S). 

C^ conclusions ont été tirées des résultats qu'il a 
obtenus en ajoutant des levures de Champagne à du 
moût d'orge. Mais, jusqu'en 1881, quand commencent 
les premières études de sélectionnement de Hansen, la 
chose était bien embrouillée, car on ne pouvait isoler 
une espèce quelconque et on ne pouvait non plus avan- 
cer quelque chose sur ses propriétés physiologiques . 

Une fois cette route ouverte, nous Voyons en 1887, 
Duclaux qui publie dans les Annales de V Institut Pas- 
teur, des observations faites sur le bouquet des levures 
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de Champagne, qui étaient supérieures aux autres 
levures. 

Après, en 1884, Rommibr présente à l'Académie des 
Sciences une note sur les levures ; en 1888, Bertbelot 
|MëMM0 également à T Académie une note de G. Jacque- 
MiN sur le bcNiqttafc produit par les levures sélectionnées. 

Encore en 1888, Lom Mabx publie plusieurs articles 
sur remploi de levures sélectioniiéea et sur la stérilisa- 
tion du moût. 

En 1889, RoMMiER communique à l'Académ^ «M note 
sur la possibilité de communiquer le bouquet d*mi via 
de qualité à un vin commun. Après, en 1890, Martinand 
et RiETSGH font des expériences avec des levures sélec- 
tionnées et ils mettent en vente pour les vignerons de 
la levure sélectionnée. 

A partir de i8go, nous voyons M . Katser commen- 
mencer à isoler plusieurs r&ces de levures du midi de la 
France faire des applications pratiques et continuer à 
publier les résultats sur cette question jusqu'à ces der- 
niers temps. 

En i8gii*i894) M. J. Wortmann établit que les diffé- 
rentes races de levures donnent sur le même milieu une 
différence d'extrait sec et de glycérine. 

En 1899, M. A. RosENSTHiBL fait en grand, sur des 
quantités qui vont jusqu'à iSo.ooo kilos de raisin, des 
expériences de vinification en employant des levures 
sélectionnées sur le moût stérilisé par la chaleur. 

Les vins produits ont été soignés comme d'ordinaire, 
mis en bouteille et dégustés par une commission compo- 
sée de plusieurs négociants. 
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Sur les vins immédiatement fermentes, la commission 
s'est exprimée ainsi: s OBtrenacMilf» dH»«a viBSBel^ 

• toMMl ptas de fratohenr, plus de vinosité, un bouquet 
9 plus développé, une couleur plus franche ; l'ensemble 
« donne un tout plus complet et plus plaisant. » 

De plus, M. A. RosBNSTHiEL avait traité par le même 
procédé stérilisation et levurage avec de la levure sélec- 
tionnée de la vendange absolument pourrie et tout à 
fait altérée par les moisissures, qui n'auraient pu servir 
en rien. 

Sur ces vins dégustés également par la Commission» 
voici Topinion formulée : « Les vins n*ont en aucune 
« façon le goût de pourri et, sans posséder les grandes 
« qualités des crus dont provenaieut les levures em- 
« ployées, ils ont un bon bouquet, de la finesse et même 
« une certaine élégance. Il y a là un moyeu très heureux 
<c de tirer parti des raisins altérés par les moisissures. » 

Quant à l'action des différentes levures employées 
sur le même moût, on a reconnu que les différentes 
levures ont développé le même bouquet, mais à des 
degrés d'intensité différente. Donc une chose vient d'être 
acquise, à savoir que la nature des bouquets dépend du 
cépage (fait aussi observé par M. Roos en 18911), et que 
V intensité dépend de la levure. 

C'est cette observation qui a poussé M. Rosensthiel à 
admettre l'hypothèse de l'existence d'une substance non 
encore isolée. Cette substance, il l'appelle anthophore^ 
et elle existerait seulement dans les cépages nobles 
(observation faite aussi par M. Ventre). Cette substance 
se trouve dans la même variété à des degrés différents 
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suivant le degré de maturité, la position et le climat. 
De plus, elle peut résister ea partie à l'action des moi- 
sissures. 

Alors, sur cette substance anihophore, la levure de 
choix doit agir par une autre substance qu'elle contient 
et qui lui est spéciale, qu'on appelle a/i^Aoj'é/i^. Celle-ci, 
avec la substance anfophore, produit le bouquet, corps 
très mal défini, qui n'est pas en rapport direct avec la 
quantité des étliers et des acides volatils (Gayon) et je 
pourrais peut-être dire que : I-e bouquet est formé de 
corps sapides et odorants en quantités infinitésimales 
avec une çibration de grande longueur d'ondes lors de 
leur dissolution et de leur solubilisation . 

Grâce à Hansen, qui a mis au point le sélectionne- 
ment de la levure, Tutilité de l'emploi des levures sélec- 
tionnées dans la fermentation vinicole est donc deve- 
nue indiscutable. Car il me semble qu'il ne faut plus en 
parler à la brasserie où l'emploi de levures sélectionnées 
est aujourd'hui une opération courante. 



II. — PRÉLÈVEMENT DES ÉCHANTILLONS 
ET TECHNIQUE DE LISOLEMENT 



A. — Prélèvement, 

Pendant le mois de septembre et au commencement 
d'octobre de 1914» j^ "i^ suis rendu dans les régions 
où les cépages sont autochtones, cépages dont je vou- 
lais purifier et sélectionner les levures. Là, soit par des 
renseignements pris auprès des vignerons de la localité, 
soit en suivant les caractères ampélographiques décrits 
sur la variété autochtone, j'ai cherché les plants qui 
représentaient mieux ces caractères. Je m'efforçai aussi 
de recueillir les raisins aussi sains que possible et pro- 
venant des meilleures expositions. De cette manière, je 
prélevai des localités ; Dragasghani (dép. Valcea), 
IsTRiTZA, PiBTROASA (dép. Buzau), Odobesti (dép. Putna) 
et CoTNARi (dép. Jassy), une quantité d'environ 5o kilos 
de raisins que j'apportai au laboratoire où, grain par 
grain, ils ont été séparés de la grappe avec toutes les 
précautions nécessaires ; puis, pressés ensuite avec 
une petite presse, le jus a été mis dans des bonbonnes 
placées dans une étuve à une température de 25 degrés 
où on Ta laissé fermenter. 

La fermentation finie, les bonbonnes ont été abandon - 

M. Nitescu a 
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nées plusieurs semaines à Taction du froid. J'ai ainsi 
obtenu un liquide parfaitement limpide que j'ai décanté, 
mis en bouteilles et bouché. J'en ai mis une partie à la 
cave pour en faire la dégustation plus tard. Sur une 
autre, J'ai fait l'analyse. 

Le dépôt qui restait sur le fond des bonbonnes, après 
en avoir éliminé la partie supérieure, a été mis avec un 
peu de son vin dans de petites bouteilles qui, bouchées 
et paraffinées, ont servi plus tard comme point de départ 
du sélectionncment et de la purification de la levure. 

Les variétés de raisins que j'ai choisies parmi ces 
bouteilles pour faire le sélectionnement de leurs levures 
sont les suivantes : 

V Grasa (Cotnari, Jassy). — Cette variété de vin blanc 
parait avoir pour origine le Furmint de Hongrie. D'une 
végétation très vigoureuse et luxuriante dans les terrains 
riches, elle est attaquée par le Batrytis cinerea (pourri- 
ture noble) et elle produit le meilleur vin. 

Avant le phylloxéra, et d'après M. Nicolanu : t le 
vin de Cotnari est toujours coté, de 700 à aooo francs 
l'hectolitre, selon la vieillesse. » 

Comme force alcoolique, ce vin arrive par fermenta- 
tion jusqu'à 16 degrés. 

no Grasa (Pietroasa» dép. Buzau). ^^ C'est la même 
variété, mais d'une autre localité. Dans cette localité, 
bien qu'elle n'y soit pas d'origine, elle donne un vin 
supérieur aux autres ; 

3"" Feteasca alba (blanche) (Cotnari, dép. Jassy). — Ori- 
ginaire aussi du nord de la Moldavie, daMs la région de 
Cotnari, où elle se trouve en mélange avec Grasa. 
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Variété assez vigoureuse, grappes petites, grains 
sphériques, pellicule dure; couleur jaune doré. Le vin, 
moins alcoolique que celui de Grasa, à 1 1 et i3 degrés ; 

4<> Francusea (Cotnari, dép. de Jassy). — Avec Grasa, 
ette oeceiipait avant le phylloxéra tous les crus de la 
Moldavie du nord. 

Variété de vin blanc et de grande productioftdiMuiant 
un vin léger ; 

5<> Tamuioasa (Odobesti et Dragachani). — Variétés 
qui ressemblent au Muscat et qui doivent avoir comme 
origine, la Grèce. Dans Tancien temps, elles étaient 
plutôt cultivées à Dragachani, Le vin parfumé, qui 
n'avait pas plus de ii à la degrés, se vendait assez cher 
et était très recherché; 

6** (7ra/7ipo,9m(Istritza, dép. Buzau). — Cette variété de 
vin blanc est plutôt originaire du cru de Dragachani. Elle 
est d'une production moyenne et donne un vin assez 
alcoolique ; 

f Negru varias (Istiitza). — Il se trouve plutôt en 
Olténie et cVst la variété principale pour le vin rouge. 
La grappe a les raisins et la peau dure ; 

8« Negru moale (Istiitza). — Variété de grande pro- 
duction pour le vin rouge, mais qui pourrit très facile- 
ment Le vin inférieur à celui de Negra oartos ; 

90 Feîeasea neagra (Dép. Jassy). — La plus importante 
variété pour le vin rouge dans la Moldavie, mais très 
peu productive et tardive. 

Voilà Tanalyse des vins qu'ont donnée les raisins que 
j'avais récollés et qui m*oni fourni le dépôt sur lequel 
j'ai eommencé le sélectionuemeut des levures. 
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Tableau I 



Densité 

Alcool o/o 

Ext. 8ec(clens. 

Sucre (Feh- 

Mng) 

Biiartr. de po- 

Ac. totale 

Ac. volât 

Alcool 4- aci- 
dité 



Grasa 
Cotnari 


Grasa 
Pietroasa 

• 


Feteasca 
alba 


a 
e 

1 

0,997 

8,a 


i 




Tamuioasa 
Odobesti 


t 

1 

0.995 
10 


II 

0,995 
9.5 


S| 1 


0.998 
11,5 


0,997 
14.68 


0,999 
11,6 


0,996 
10,7 


0,994 
10,3 


0,9931 

11,5 ' 


a5,34 


3i,96 


'io,68 


aa,aa 


^,37 


22,76 


18,76 


19,08 


I9i34 


3,a4 


8.3a 


i,o5 


i,3a 


• • • 


• « ■ 


• ■ • 


• • • 


■ • • 1 


3.1 
6,1 
0,8a 


a,8o 

5,8 

o,85 


3.87 
5.8 

0,98 


3,ia 

6,6 

0,91 


^,a3 
0^^ 


3,i5 
5,10 
0,87 


3,i5 

8,21 

0,78 


4.3i 

6,8 
0,81 


if 

0.74 


17,6 


ao,48 


i7»4 


17.8 


17,57 


154 


i8,ai 


16,4 


i7,a 



B. — lechniqne de T isolement. 

Pendant l'opération de Tisoleinent, les cultures ont 
été faites dans l'eau de touraillon. 
Dans ce liquide, j'ai mis : 



Saccharose (i). . . 
Tartrate d'ammoniaque 
Tartrate de potassium. 
Acide tartrique. . . 
Phosphate d'ammonium 
Carbonate de magnésie 



i5o gr. 
I gr. 5o 
I gr. 00 
5 gr. 00 
I gr. 00 
o gr. 3o 



1. J'ai mis dans mon miliea i5o grammes de sucre parce qu'il 
me semblait qu'élevant la levure dans plusieurs cultures succes- 
sives avsc une petite dose de sucre de 20 à 3o grammes qu'on 
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Le tout une fois dissous et méiangé, a été distribué 
dans des tubes à essai et stérilisé à lao degrés^ vingt 
minutes. 

Une fois en possession de ce milieu stérilisé, j'ai 
débouché les flacons qui contenaient le dépôt des 
levures et ayant jeté la partie supérieure qui était de- 
venue d'une couleur brune, j'ai ensemencé dans chaque 
tube une anse de platine de la partie blanche . 

Les tubes ainsi ensemencés ont été placés dans Tétuve 
à 35 degrés où la fermentation n'a pas tardé à se 
montrer. Avec le dépôt de ces tubes, dans lesquels le 
liquide tardait à devenir clair, j'ai fait un ensemence- 
ment pareil au premier, dans une autre série de tubes, 
lesquels ont été mis dans l'étuve également à a5 degrés. 

Dans ces deuxièmes tubes, le liquide est devenu clair 
plus ou moins vite avec toutes les variétés. Je ferai 
remarquer que tous mes ensemencements ont été faits 
en plusieurs exemplaires, deux au minimum, pour avoir 
le plus d'assurance possible dans mes conclusions. C'est 
d'ici que va commencer maintenant le séiectionnement 
proprement dit. La méthode que j'ai employée est celle 
de Hansen modifiée par Lindner. Pour commencer, 
j'avais besoin d'abord d'un milieu nutritif solide et j'ai 
choisi Teau de touraillon gélatinisée. 

La quantité de gélatine a été de i5 o/o et les autres 
opérations ont été faites comme d'habitude. 



emploie d'habitude pour les milieux artificiels, la levure ne pour- 
rait pas développer toutes ses aptitudes et j'ai peur qu'après 
quinze ou vingt cultures dans les milieux si pauvres, la levure ne 
perde un peu de son pouvoir alcooligène. 



III. — ETUDE MORPHOLOGIQUE 



i» Aspect du dépôt de leçare. 

La forme macroscopique du dépôl dans les fermenta- 
lions de mes levures a eu l'aspect suivant : 

Tamuioasa (Odobesti et Dragachani), FetecLSca alba^ 
Negru moale, Negru çartos, dépôt adhérent au fond 
du ballon. 

Francasea, Galbena, Feteasca neagra, dépôl sablon- 
neux collé le long des parois . 

Cramposia, 6rra«a (Cotnari) et6ra^a(Pietroasa) dépôt 
plutôt en grumeaux et collé le long des parois. 

a* Dimensions et forme des cellules. 

La grandeur de la cellule était petite : diamètre 5 
^ 7 f^ » grand diamètre, 8 à lo h^. La forme elliptique 
prédominait. J'ai remarqué que plus le milieu était 
acide, plus la forme de la cellule se rapprochait de la 
forme ovoïde. Mais cette cellule, ramenée dans un 
milieu normal, revenait à la forme elliptique. Sur la 
marche de la fermentation, j'ai observé que plus la cel- 
lule était petite, plus la fermentation était languissante 
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et plus le liquide tardait à s'éclaireir. Mais comme le 
temps m'a fait défaut pour continuer mes recherches 
au point de vue morphologique dans cette direction, 
j'ai dû résumer ici mes observations sur les formes et 
les dimensions de la cellule. 

3' Formation des spores. 

L'importance que peut avoir l'observation de la for- 
mation des spores sur la distinction des différentes 
levures, a été mise en évidence par E. Christian Han- 
sen, dès l'année i883. 

Après avoir fait rajeunir les levures par plusieurs 
ensemencements successifs, j'ai pris le dépôt formé aa 
fond du tube à essai ; je l'ai versé dans un milieu de 
Gorodkowa modifié : 



Eau distillée. . . 
Gélatine .... 
Peptone .... 
Bouillon de viande 
Sulfate de magnésie 
Chlorure de sodium 
Glucose .... 



loo grammes 
lo grammes 
I gramme 
I gramme 
o gr. 3o 
o gr. 5o 
o gr. ao 



Ce milieu préparé et stérilisé à ii5 ne fond ultérieu- 
rement qu'à 38 degrés. 

Les cultures ont été mises à Tétuve à aS degrés et j'ai 
commencé à les regarder après huit jours. Les spores 
ont été caractérisés par la méthode de double coloration 
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modifiée. Une anse de platine de culture est diluée à 
l'aide du fil de platine dans une goutte d'acide sulfurique 
(i pour lo) afin de détruire Tadhésion entre les cellules 
(Hansen) . 

Quand cette dilution a été suffisante, on sèche la 
lame et on fixe la préparation avec un mélange d'alcool- 
éther pendant deux à trois minutes, et on met quelques 
gouttes d'acide chromique à 5 o/o ; on le laisse agir pen- 
dant cinq minutes. On lave à l'eau et on verse de manière 
à couvrir complètement la préparation, une solution de 
fuschine phéniquée de Ziehl. 

Après quelques minutes, dix à quinze, on lave à 
grande eau pour enlever l'excès de couleur. On déco- 
lore ensuite par l'acide sulfurique au quart, qu'on laisse 
agir pendant quelques secondes, puis vite on lave à 
grande eau, afin que la préparation qui est un peu jau- 
nâtre devienne rosée. On la passe encore à l'alcool 
absolu et on lave après à Teau. La lame est enfin recou- 
verte d'une solution aqueuse de bleu de méthylène. 
Après quelques minutes de contact, on la lave à Talcool, 
on la sèche ; on peut alors la porter au microscoque et 
l'examiner à sec ou dans l'huile de cendres. 

Toutes mes levures ont sporulé très bien. Quelques- 
unes ont commencé après cent trente heures, mais toutes 
après cent cinquante heures. Parmi les plus tardives ont 
été celles des variétés suivantes : 

francusea (Cotnari), Feteasca (Gotnari) et Tamaioasa 
(Dragachani). 

La forme des spores a été : deux spores à côté l'un de 
l'autre, trois spores en file et quatre spores en file. 
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4" Formation du voile. 

La formation ou non, ou la forme du voile pent Âervir 
comme caractères de distinction entre les différentes 
races de levure. Mais même dans la même race, le voile 
ne se forme pas toujours. J*ai pu observer que le voile 
ne se forme pas chez les variétés de levures qui se 
déposent vite et qui ont une fermentation tranquille. 
En général, je peux dire que les levures sélectionnées 
par moi exigent une température de a5 defcrés, plu* 
sieurs mois pour former un voile. 



5*^ Cultures en stries 

Ces cultures ont été faites dans de Teau de touraillon 
sucrée et gélatinisée, dans des tubes à essai inclinés. Sur 
la gélatine inclinée on traçait une ligne à l'aide du (il de 
platiné et les tubes étaient tenus à la température de 
laboratoire. Pendant trois mois, on n'a observé aucune 
liquéfaction de la gélatine. Le développement des stries 
a été superficiel avec une proéminence centrale d'où 
partaient des stries latérales. Toutes mes levures ont 
produit le même genre de stries. 



6^ Cultures en piqûres 

Ces expériences ont 'été faites pour voir la puissance 
anacrobie de la levure. Les cultures ont été faites dans 
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de l'eau de touraillon sucrée et gélatinisée à i5 o/o dans 
des tubes à essai où le fli de platine a été enfoncé 
jusqu'au fond. 

Lors de cette opération, j'ai pris toutes les précautions 
pour que la fente produite par l'enfoncement du fil soit 
la plus petite possible. La manière la plus simple est de 
laisser enfoncer le tube, à raison de son poids, dans le 
(il de platine, et le bout de ce fil, une fois arrivé au 
fond du tube, on retourne le tube et on le laisse res- 
sortir, toujours par son propre poids. Ka eipployant un 
fil de platine mince, on peut éviter la formation d'une 
fente trop large qui pourrait aérer les levures. Autant 
pour les cultures en stries que pour les cultures en 
piqûres, je me suis servi de cultures jeunes de deux à 
trois jours. Toutes mes levures se sont développées 
jusqu'au fond du tube ; le développement a été si puis- 
sant que la gélatine a été soulevée et par petits morceaux^ 
est montée jusqu'au haut du tube. Toutes se sont com- 
portées pareillemei/t, et forment des colonies tout à fait 
blanches. 

7*^ Cultures en chambre humide 

La forme de développement des colonies de diffé- 
rentes levures n'est pas pareille. Pour voir si je peux 
trouver quelques renseignements de ce côté là, je fais 
les cultures en chambre humide. 

La levure a été ensemencée dans du moût gélatinisé 
et liquéfié à 3o degrés. Ensuite, avec un Al de platine 
recourbé, en angle droit, on étalait un peu de ce moût 



f 
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gélatinisé sur une lamelle de aa millimètres avec laquelle 
on couvrait une chambre de Bœttcher^ stérilisée, qui 
contenait un peu d'eau stérilisée et qui avait reçu sur 
les bords de la vaseline liquide. Ainsi préparées, les 
chambres étaient mises sur un support métallique. Ce 
support était placé dans une cuvette contenant un peu 
d'eau et couverte par une cloche en verre. Cet appareil 
est ensuite porté à Tétuve à aS degrés. Chaque jour, 
on regarde au microscope la chambre de Bœttcher et on 
observe comment les cellules se développent et quelles 
formes prennent les colonies. La forme des colonies 
n'est pas la même chez toutes les levures. Suivant la 
classification de WilL j'ai eu quelques-unes des levures 
formant des colonies type I, avec contours réguliers 
et presque toutes du type II, contours irréguliers, 
noyau régulier. 



80 Colonies géantes 

La méthode des cultures géantes, préconisée par 
Lindner en 1893, est aujourd'hui utilisée par tous les 
mycologues ou bactérologues pour différencier les 
levures ou les microbes. Cette méthode consiste à exa- 
miner l'aspect d'une colonie ensemencée en un seul 
point au centre d'une surface de gélatine nutritive. Au 
bout de deux ou trois mois, le développement de la 
colonie formée est différent suivant les races de levure 
et même suivant les variétés. D'habitude ces cultures 
se font, soit dans de grands ballons, soit dans des fla- 
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cons de Erlenmeyer, de manière à avoir une grande 
surface et beaucoup d'air. Mais je n'ai trouvé assez 
pratique ni les ballons qui sont encombrants et dans 
lesquels la colonie est très difficile à photographier 
quand l'ouverture n'est pas assez large, ni les flacons 
d'Erlenmeyer . C'est pourquoi j'ai imaginé un nouveau 
dispositif qui, extérieurement, a l'aspect d'un flacon 
Gayon. Ce dispositif se compose de trois parties déta* 
chables ; deuxcristallisoirs qui rentrent lun dans l'autre, 
laissant comme distance entre les deux parois seulement 
un espace où peut entrer un entonnoir à bord rodé. 
L'entonnoir est couvert d'un capuchon comme les flacons 
Pasteur, Gayon, Chamberland, Hansen, etc (Fig. i). La 
boite, ou si l'on veut l'appeler le flacon, ainsi constituée 
est préalablement stérilisée à i6o degrés et reçoit dans 
le petit cristâllisoir en levant l'entonnoir du moût géla- 
tinisé à i5 o/o, également stérilisé. L'entonnoir couvre 
vite le cristâllisoir et entre le bord du deuxième cristâl- 
lisoir et la paroi externe de l'entonnoir, on fait couler 
de la paraffine . La gélatine solidifiée, on fait Tensemen- 
cernent à l'aide d'une pipette Pasteur en ôtant le capu- 
chon. L'avantage de ce dispositif sur les autres ballons 
consiste en ceci : la colonie une fois développée, on peut 
enlever l'entonnoir ; on prend le cristâllisoir qui con- 
tient la colonie et qui a la forme d'une partie d'une 
boite de Pétri (Fig. a). U est facile de comprendre qu'on 
peut la regarder sans difficulté à l'œil ou à la loupe et 
qu'on peut aisément la photographier . 

Mes colonies géantes ont eu presque toutes l'aspect 
des colonies obtenues par Lindner avec des levures de 
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fennentalion basse. Elles ont eu une zone concentriqae* 
quelques^^uoes avec proémineuee, quelques autres avec 
excavation ; quelques-unes étaient superficielles, les 
autres assez profondes, comme on peut le voir dans les 
planches : (Fig. 3-ia). 



IV. - ETUDE PHYSIOLOGIQUE 



i" Nalare des sucres susceptibles 
d*ètre fermentes. 

Parmi les caractères qu'il est possible de prendre 
comme base pour séparer une levure d'une autre, la 
manière dont une levure se comporte vis-à-vis des 
difTérentesnatures de sucre peut nous donner quelques 
indications, car Hansen et Guillermond se sont servis 
de ces caractères dans leur essai de classification des 
différentes levures. 

Pour cette expérience, jai employé la méthode de 
Lindner, qui consiste à faire une culture en surface sur 
de la gélatine nutritive (i). 

Quand la surface de la gélatine est devenue tout à 
fait blanche, on prend superficiellement aivec le fil de 
platine de la levure qu'on dilue dans l'eau de touraillon 
(moins le sucre) stérilisé. Le sucre que j'ai employé, je l'ai 
purifié par plusieurs cristallisations et jel'ai fait dessécher. 
Dans les lames excavées, ont met de l'eau de touraillon 



I . Sur de la gélatine très peu sucrée et inclinée dans un tube à 
essai, on étale au moyen du fil de platine de la levure. Kn prenant 
une semence de^ces levures développées en colonies, on peut 
supposer qu'elles ne contiennent pas de sucre qui pourrait fausser 
les résultats. 
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stérilisée (moins le sucre), une anse de platine, du sucre 
à expérimenter qui a été pulvérisé très fin, de manière 
que Ton puisse en prendre des quantités à peu près 
égales, et une anse de la levure préparée d'après les 
indications ci-dessus. Sur les trois bords de la concavité, 
on met de la vaseline liquide et on fait glisser par le 
côté qui n'a pas reçu de vaseline une lamelle de aii milli- 
mètres, La lamelle doit être glissée de manière à ne 
pas produire de globules d'air. On met après tout, autour 
de la lamelle, de la vaseline liquide et on porte le tout 
àl'étuve de aS degrés. Quand la fermentation se déclare, 
elle produit sous la lamelle une bulle gazeuse que Ton 
identifie au moyen de la potasse. Les sucres que j'ai 
employés sont: saccharose, glucose, lévulose, maltose, 
lactose et galactose, et le résultat a été le suivant : le 
numéro 3 indique fermentation très vite ; a, moins 
vite, et I, très peu. 

• 

Tableau II 



Grasa Gotnari 

Grasa Pietroasa 

Feteasca (Blanche) 

Prancusea 

Galbena (Odobesti) 

Tamuioasa (Odobesti). . 
— (Dragachani) 

Gramposia 

Negru moale 

Negru vartos 

Feteasca (Rouge) 



CD 
O 

O 

o 

m 



3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 



8 



3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 



m 
O 

> 



3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 



2 
"S 

:5 



a 
a 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 



S 



a 

o 

«s 

"3 



a 

a 
a 
a 

a 
a 
a 
3 

a 
a 
a 
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Cette expérience montre que toutes mes levures 
déboublent le saccharose, font fermenter le glucose, le 
lévulose, le mattose et le galactose, mais sont sans 
influence sur la lactose. 

fÀ^ Liquéfaction de la gélatine . 

Des cultures faites en suTface ou en piqûre sont res- 
tées de trois mois, à trois mois et demi sans jamais 
liquéfier la gélatine. On peut considérer cette propriété 
comme caractérisant une bonne levure de via. 

3o Influence de l'acidité 
sur la marche de la fermentation. 

Dans un milieu contenant une quantité connue d'aci- 
dité totale, toutes les levures ne fermentent pas de la 
même façon. 

L'indication qu'on peut avoir, ou la conclusion qu*on 
peut tirer de cette observation pourra paraître n'avoir » 
aucune valeur au point de vue pratique. Mais elle 
peut servir au point de vue théorique à établir une 
comparaison entre les levures ; car, d'après mes obser- 
vations, j'ai remarqué que les levures qui résistent le 
plus à Tacidité, c'est-à-dire pour lesquelles Tacidité 
gêne le moins le départ de la fermentation, sont à peu 
près celles qui produisent le plus d'alcool et qui se 
déposent le plus facilement. De cette observation, il me 
semble qu'on peut tirer quelques renseignements pra- 
tiques. Mes expériences ont été faites de la manière 
suivante : dans des tubes à essai, aussi pareils que 

M. Niteecu 3 
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possible en forme et en capacité, j'ai introduit lo centi- 
mètres cubes d'eau de touraillon sucrée, sans acide. 
Puis, au moyen de l'acide tartrique titrée, j'ai ramené 
Tacidité à 5 lo, i5 et sS grammes, par litre, exprimé 
en acide tartrique. Les tubes ensemencés ont été 
portés à Tétuvc de 35 degrés et regardés pour voir quand 
part la fermentation (observations consignés dans le 
tableau suivant) : 

Tableau III 



VARIETES DE LEVURES 



Grasa Cotnari 

Grasa Pictreosa 

Fetcasca alba (Blanche). . . 

Francusea 

Galbena (Odobesti) 

TaiDuioasa (Odobesti) 

Tamujoasa (Dragachani). . . 

Cramposia 

Negru moale 

Negru vartos 

Feteasca neagra (Rouge). . . 



Nombre d^hcures nécessaires au départ des fcrmeo- 
talions avec une aeidilé tartrique é^ale à : 



5 gr. 



lo gr. 



i5 grr. 



» grr. 



» çr. 



48 



48 

4o 

70 



D'après ce tableau, on peut voir que Tacide n'empè< he 
pas beaucoup le départ de )a fermentation, comme d*ail- 
leurs M. Dubourg Ta dit : «c II y a des vins de palus 
contenant près de 40 grammes d acidité par litre et ce 
moût fermente toujours d'une manière normale si les 
conditions sont favorables. La qualité du vin peut 
laisser à désirer, mais l'acidité ne parait avoir aucune 
infiuenee néfaste sur la fermentation . » 
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Pourtant, tontes les cultures ne présentent pas le 
même aspect après neuf jours d'ensemencement. 

Avec 10 grammes d'acide tartrique par litre : Feteasca 
alba, Galbena, Negru çartos dégagent encore CO*. 

Avec 20 grammes, Neagm moale et Feteasca negra 
seules dégagent CO* . 

Avec â5 grammes, toutes dégagent très légèrement 
CO% mais toutes sont très claires. 

4^ Influence de Valcalinité 
sur la marche de la fermentation. 

Ponr l'expérience de Tinfluence de ralealinité, les 
cultures ont été préparées de la même manière que 
pour rinfluence de Tacidité, mais ayant une alcalinité 
de a grammes de NaOH. 

Le résultat de celte influence est eonsignée dans le 
tableau suivant : 

Tableati IV 



VARIETES DE LEVURES 



Grasa Cotnari 

Grasa Pietreosa. . 

Feteasca alba (Blanche) 

Francusea 

Calbena (Odobestî) 

Tamuioasa (Odobestî) 

— (Dragachani). . . . 

Cramposia 

Negru moale 

— vartos 

Feteasca negru (Rouge) .... 



Nombre d'heares nécessaires au départ 
de la fermentation avec une aicali- 
nité de 3 grammes ex primée en IVaOH. 



168 
100 

lao 

144 



38 
70 

i3o 
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Les variétés qui ont mis le plus de temps pour com- 
mencer à fermenter sont : 

Grasa (Ck)tnari), Grasa (Pietreosa), Feteasca alha et 
Feteasca neagra, variétés de vins Ans et avec maturité 
lardive. L'aspect des cultures a été le suivant : toutes ^ 
ont for rué un peu de voile et Grasa (Cotnari) Galhena, 
Negru moale et Feteasca neagra, après neuf jours 
continuaient encore à fermenter. 

5^ Résistance . de la levure à V acide sulfureux. 

Cette expérience a été faite dans un but tout à fait pra- 
tique, c'est-à-dire pour avoir:, une* indication afin de 
savoir quelles sont les levures qui peuvent supporter un 
sulfitage plus considérable . L'essai [a] été fait en me 
mettant dans les conditions de vinification. Des tubes 
contenant de l'eau de touraillon préparée comme pour 
l'essai de Tacidilé et de l'alcalinité, ont reçu une solu- 
tion de métabisulfite dans l'alcool correspondant à 
5, 10, i5) 25, 35 et 45 grammes de métabisulfite par 
hectolitre. LlnQuence que peuvent avoir les différentes 
quantités d acide sulfureux sur le départ de la fermen- 
tation de mes diverses levures apparaît dans le tableau 
suivant : 
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Tableau V 



VARIETES DES LEVURES 



Grasa Cotnari 

Grasa Pietrosa 

Peieascaalba (Blanche) 

Francusea 

Galbena (Odobestî) 

Tamuioasa (Odobesti. . 
Tamuiosa (Dragachani). 

Cramposia 

Negru moale 

Negru varlos... 

Feteasca neagra (Rouge) 



Nombre des heures nécessaires au départ des fer- 
menlations avec une addition de métabisulfite 
correspondant par Ul à : 



6 gp. 



24 

a4 

24 
a4 

24 

24 



24 
24 



10 gr, i5 gr. ao gr. a5 gr. 



24 

a4 

a4 
24 
a4 
a4 

a4 

a4 
a4 



24 
24 

24 



24 



24 

28 

28 

24 



28 

24 



35 er. 



36 
36 
3<J 
36" 
24 
24 
24 

36 
36 
36 



45 grr. 



36 


36 


36 


36 


4o 


60 


4o 


40 


40 


ào 


40 


40 


40 


40 


40 


r» 


40 


40 


40 


40 


60 



Les variétés sur lesquelles l'acide sulfureux a eu 
très peu d'influence sont : Grasa (Pietreosa) et Grasa 
(Cotnari) et celles sur lesquelles il a eu un peu plus 
d'influence sont : Feteasca alha et Feteasca negrea qui 
encore après neuf jours fermentaient un peu alors que 
les autres avaient déjà achevé la fermentation. 

& Marche de la fermentation. 



Les variétés de vin blanc ont eu toutes une fermen- 
tation assez tranquille ; les variétés de vin rouge, au 
contraire, ont eu une fermentation assez tumultueuse. 

Pendant la fermentation Grasa (Pielreoasa) et Fran-- 
cusea conservaient le liquide assez clair : et Feteasca 
alba et Tamuiosa (Odobesti) presque trouble, lamuiosa 



(Dragachani) très trouble et les autres s'approchaient 
plus du clair. 

y Consommation du sacre. 

Le milieu que j'ai employé pour ces expériences a 
été du moût de raisin ramené par la saccharose à 
25o grammes de sucre, exprimé en sucre réducteur. 
La fermentation a été fait« dans des bouteilles de la 
mâmc grandeur contenant lao centimètres cubes de 
liquide. La consommation du sucre a été observée 
pendant dix jours, comme on peut le constater d'après 
le tableau suivant. Sur l'aptitude de la levure à détruire 
plus ou moins vite le glucose ou la lévulose, je ne peux 
rien dire, car mon milieu contenait beaucoup de sucre 
interverti . 

Tableau VI 
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8° Bilan de la fermentation. 

Ces expériences ont été faites avec du moût de raisin 
auquel j'ai ajouté du saccharose; c'est le cas des moûts 
qui dans le tableau d'analyse sont indiqués comme 
ayant plus de 170 gr. Comme dans l'expérience pré- 
cédente, ils ont été mis dans des bouteilles pareilles, 
mais contenant i5o centimètres cubes. La fermentation 
a eu lieu à l'étuve à â5 degrés et chaque essai a été 
fait en triple exemplaire. 

a) L'alcool (1) a été dosé après distillation par la 
méthode du compte-gouttes Duclaux. 

b) L'acidité totale a été dosée en prenant 10 centi- 
mètres cubes dilués à 100 avec Teau distillée et titrés 
avec une solution de KOH N/io me servant comme 
indicateur d'une solution alcoolique de phénolphtaléine. 

c) La glycérine. — Ce dosage a été fait par la méthode 
de Laborde, qui est basée sur le principe suivant : la 

glycérine est extraite par un liquide éthéroalcoolique 
qui est ensuite décomposé en charbon sous riniluence 
de SO*H' [C*H»0» f SO*H" = ^-f SO* + 5H»0. 

Ce charbon calciné est séché, pesé et son poids mul- 
tiplié par !i,56 (rapport du poids de la glycérine qi et 
du charbon 36) qui nous donne le poids correspondant 
de la glycérine cherchée. 

d) Le sucre a été dosé par la liqueur de Fehling et 
exprimé en sucre interverti. 



1. Avant rensemencement j'ai vérifié aile liquide né contenait 
pas d'alcool. Aiosi que Klocker la déjà montré, j'en ai trouvé 
quelques dixièmes de degré. 
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Tableau VII 



I 

a 
3 

4 
5 

6 



9 
lo 

II 



Grasa (Cotnari) 

G rasa (Pietroasa) . . . 

Feteasca alba 

Francusea 

Galbena (Odobesti). . 
Tamuioasa (Odohesti). 
Tamuioasa (Dragasa) 

Cramposia 

Negru moale 

Negru vartos 

Feteasca negru 



S 

en 



ai9 
a3o 

a3o 

2IO 

i8o 

\^ 

175 
175 
190 




9»oo 
9»ïo 

9»4i> 
9,3o 

6,00 

8,40 
8,ai 
9,60 
8,5o 
8,ao 
6,80 



2*^ 



0,34 

0.40 

0,38 

0,38 
o,5o 
0,60 
o,3o 
o.aa 
0,32 
0,40 
0,40 
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4,a 


6,70 


?'' 


6,70 


3,9 


6,ao 


3.4 


6.a3 


3,3 


6.o5 


3,4 


7,80 


4,1 



3,25 



e)Dans cet essai de fermenlation, j'ai fait également 
l'observation de la marche de Tacidité volatile pour voir 
si elle se forme au commencement, au milieu ou à la 
fin de la fermentation. Comme ces expériences n'ont pu 
être tout à fait achevées, il m'est impossible d'en donner 
les chiffres, mais, d*une manière générale, je peux dire 
que mes levures forment la plus grande partie de Taci- 
dité volatile vers la fin de la fermentation. 

/) Le pouvoir alcooligène, — J'entends par cette 
expression le rapport entre l'alcool produit exprimé en 
centimètres cubes pour 100 de volume et la quantité 
de sucre, c'est-à-dire la quantité d'alcool exprimée en 
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centimètres cubes qu'un gramme de sucre interverti 
est capable de donner. 

D'après la formule classique : 

C*H^'0* = 2 CO' + a C'H' OH 
i8o 88 92 

il. revient que loo grammes de sucre donnent 5i gr. ii 
d'alcool ou il faudra i5 à i6 grammes de sucre pour faire 
I degré d'alcool, ou i gramme de sucre {serait capable 
de fournir o cmc.64 d'alcool. Mais, en pratique, d'après 
les travaux de Pasteur et de Wortmann, il faut compter 
que le minimum 6,5 0/0 de sucre sert à la formation de 
la glycérine, acide succinique et des autres corps et que 
100 grammes de sucre ne donnent que 4Bgr.6 à 47 g^* 
d'alcool ou, en moyenne 60 centimètres cubes, ce qui 
fait qu'il faudra en pratique 16 gr. 6 de sucre pour avoir 
I degré d'alcool ou i gramme de sucre est capable de 
donner ocmc.607 d'alcool. 

Ce pouvoir alcooligène de o cmc. 607 d'alcool ne peut 
être obtenu en vinification. On ne peut l'obtenir qu'avec 
des levures sélectionnées et dans des milieux stérilisés. 

Mes levures ont un pouvoir alcooligène de 0,60 à o,5i. 
Les levures des régions froides et qui produisent d'habi- 
tude les meilleurs vins ont le pouvoir alcooligène le 
plus puissant. 

Sur cette observation assez caractéristique, on peut se 
baser pour différencier les diverses espèces de levure, 
car le pouvoir alcooligène est une qualité de la levure 
ainsi que Ta déjà dit M. Ventre : « On peut admettre 
« que les différences observées dans les quantités 



« d'alcool produites traduisent une activité biologique 
(( spéciale et absolument propre à une levure déter- 
« minée. » 

Diaprés les recherches de Lindner et Martinand, on 
peut admettre que les propriétés physiologiques sont 
intimement liées au protoplasme de la cellule et que la 
propriété de ce protoplasme ne change qu'au bout de 
plusieurs années de culture et à la condition que ce 
changement soit voulu par l'expérimentateur . 
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V. _ CLASSIFICATION ET CONCLUSION 



Suivant la classification de« levures faites par GuiU 
lennond (qui est une classification de Hansen modifiée) 
les levures de vin, comme celles de brasserie font partie 
du troisième groupe. « Les levures dont la formation 
c( de l'asquc ncst précédée d*aucnn phénomène de 
<c sexualité et qui, dans les milieux liquides, végètent 
a d'abord sous forme de dépôts et ne produisent que 
<i beaucoup plus tard un voile plus ou moins muqueux, 
<x sans interposition d*air, ou qui ne donnent jamais de 
« voiles. Presque toutes les espèces donnent une fer- 
« mentation. » 

Ce groupe de Saccharomyce u a été divisé par Hansen 
d* après la nature du sucre que les levures font fermenter 
en six sous^groupes . Mes levures font partie du premier 
sous-groupe : » Saccharomyces qui font fermenter le 
saccharose, le maltose et la dextrose et n*agissent pas 
sur le lactose, n 

En résumé, toutes mes levures bourgeonnent avec 
facilité, se déposent facilement au fond du liquide 
nutritif, produisent très tardivement le voile, sécrètent 
deTinverline et quelques-unes ont un très grand pou- 
voir alcoogène. 
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Gomme aspect microscopique, les cellules peuvent 
paraître un peu différentes ; mais il prédomine toujours 
les formes elliptiques à grandes cellules. D'ailleurs sur 
ce caractère morphologique, on ne peut pas baser beau- 
coup de certitude, car Zopf, étudiant les formes de bac- 
téries, a conclu : « Une seule et même espèce de bac* 
a térie peut se présenter sous des aspects très variésy 
<K par exemple comme spirille, leptothriz, bacille, bac- 
41 térie eteoecus », et Jeorgensen dit: c Ces noms ne 
« distinguent très souvent que des formes de croissance 
« d'une espèce distincte et, en condition de développe- 
« ment différent peut apparaître le même microorga- 
« nisme sous l'une ou l'autre de ces formes, o Chose 
d'ailleurs exprimée également par Duclaux p. 547* 

Des autres caractères tels que le trouble de moût ou 
la rapidité de la fermentation, je ne puis tirer aucune 
conclusion pratique, car il me semble qu'ils sont loin 
d'avoir une valeur absolue, n'ayant de valeur que pour 
les conditions spéciales dans lesquelles les expériences 
ont été faites, car « il suffirait de changer la forme des 
« vases ou la température pour les modifier ; néanmoins, 
« ils ne sont pas sans utilité ; observés dans des condi- 
« tions identiques, ils contribuent à la distinction des 
« espèces » (L. Boutroux) . 

La résistance à l'acidité totale et à l'acide sulfureux 
est suffisante pour les conditions qu'on pourrait rencon- 
trer en pratique. La production de l'acide volatil étant 
un caractère biochimique difiérent pour chaque levure, 
comme M. Ventre Ta déjà montré, et mes levures pro- 
duisant dans les mêmes conditions une quantité diffé- 
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rente d'acide volatil, il s*ensuit que ces levures ont une 
action physiologique différente Tune de l'autre. Gomme 
le rapport entre Tacidité totale initiale et Tacidité totale 
après la fermentation n'est pas le même, il faut suppo- 
ser que Tune attaque plus qu'une autre, soit l'acide lar- 
trique, soitTacide malique. La diminution de l'acidité 
totale peut être aussi attribuée à l'attaque de l'acide 
citrique, car il a été démontré aussi que, vis-à-vis de cet 
acide, toutes les levures ne se comportent pas pareille- 
ment. L'augmentation de l'acidité totale doit être attri* 
buée aux acides volatils et à l'acide succinique qui est 
également un produit d'activité biologique spécial a 
chaque levure. 

Gomme le temps et le but poursuivi ne m'ont pas per- 
mis d'étudier cette question, je l'ai laissée pour une autre 
occasion. U faudra maintenant tirer une conclusion 
pratique de la valeur de mes loures. Mais, avant de 
prendre cette responsabilité, je dois faire connaître la 
phrase suivante de M. Kayser : « Les levures sont des 
a êtres capricieux, et une bonne levure ne donnera pas 
« toujours de bonnes fermentations ; la composition du 
« moût (acidité, richesse saccharine) (nature et quantité), 
« la richesse azotée, la température ambiante sont autant 
« de facteurs qui jouent ici un très grand rôle qu'il 
« importe de bien connaître avant toute expérience pra- 
« tique. Jè 

Et encore quelle valeur puis-je donner aux sélection- 
nements de mes levures quand ce « seront toujours les 
a dégustateurs qui auront le dernier mot à dire ?» « Et 
« quand la dégustation nous aura fourni des résultats. 
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« nous anrcMift plus de chance alors de comprendre, da 
ff moins en gros, pourquoi ils Tarent bous on mauvais r 
a les hypotbè<es, en tout cas, pourront è la fois mieux 
ce s'établir et se Justifier » (B. Kay ser et Barba) . 

Car, on ne pourrait rien aflBrmer de ces levures dans le 
domaine pratique avant de les avoir placées, maintenant 
qu^elles sont sélectionnées, en Roumanie, dans les 
milieux oh elles sont appelées à travailler et dans les 
conditiana ambiantes au sein desquelles elles se tronve- 
ront toujonra. 

Paris, le 12 noTembre 1915. 

Ce travail a été exécuté dans les laboratoires de fer* 
mentalion de Tlnstitul Pasteur, sous la haute direction 
de M» Auguste Fembacb. 
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